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Die Anmelderin Deutsches Krebsforschungszentrum Stiftung des offentlichen Rechts 
in Heidelberg, Neckar/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeich- 
nung 

"Multivalente Antikorper-Konstrukte" 



am 5. Mai 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 




Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 K, A 61 K und C 12 N der International Patentklassifikation erhalten. 
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Anmelderin: 
Unser Zeichen: 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
K 2534 - hu / A 



Multivalente Antikorper-Konstrukte 



Die vorliegende Erfinclung betrifft multivalente F v -Antik6rper-Konstrukte, sie 
kodierende Expressionsplasmide, und ein Verfahren zur Herstellung der F v .Anti- 
korper-Konstrukte sowie ihre Verwendung. 

Naturliche Antikorper sind Dimere und werden daher als bivalent bezeichnet. Sie 
weisen vier variable Domanen, namlich zwei V H - und zwei V L -Domanen, auf . Die 
variablen Domanen dienen als Bindungsstellen fur ein Antigen, wobei eine 
Bindungsstelle aus einer V H - und einer V L -Domane ausgebildet ist. Naturliche 
Antikorper erkennen jeweils ein Antigen, wodurch sie auch als monospezifisch 
bezeichnet werden. Ferner weisen sie auch konstante Domanen auf. Diese 
tragen zur Stabilitat der naturlichen Antikorper bei. Andererseits sind sie auch fur 
unerwunschte Immunreaktionen mitverantwortlich, die entstehen, wenn naturli- 
che Antikorper verschiedener Tierarten wechselseitig verabreicht werden. 

Zur Vermeidung solcher Immunreaktionen werden Antikorper konstruiert, denen 
die konstanten Domanen fehlen. Insbesondere sind dies Antikorper, die nur noch 
die variablen Domanen aufweisen. Solche Antikorper werden mit F v -Antik6rper- 
Konstrukten bezeichnet. Diese liegen haufig in Form einzelkettiger, sich mitein- 
ander gepaarter Monomere vor. 

Es hat sich allerdings gezeigt, date F v -Antik6rper-Konstrukte nur eine geringe 
Stabilitat aufweisen. Ihre Verwendbarkeit fur therapeutische Zwecke ist daher 
stark eingeschrankt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, einen Antikorper 
bereitzustellen, mit dem unerwunschte Immunreaktionen vermieden werden 
konnen. Ferner soli er eine Stabilitat aufweisen, die ihn fur therapeutische 



5. Mai 1998 



- 2 - 

Zwecke einsetzbar macht. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspriichen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein multivalentes F v -Antikorper- 
Konstrukt, das eine gro&e Stabilitat aufweist. Ein solches eignet sich fur diagno- 
stische und therapeutische Zwecke. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, dalS die 
Stabilitat eines F v -Antik6rper-Konstruktes erhoht werden kann, wenn dieses in 
Form eines einzelkettigen Dimeres vorliegt, bei dem die vier variablen Domanen 
uber drei Peptidlinker miteinander verbunden sind. Ferner hat der Anmelder 
erkannt, da£ sich das F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet, wenn der 
mittlere Peptidlinker eine Lange von etwa 10-30 Aminosauren aufweist. Des 
weiteren hat der Anmelder erkannt, da& sich das F v -Antik6rper-Konstrukt mit 
anderen F v -Antikdrper-Konstrukten zusammenfaltet, wenn der mittlere Peptidlin- 
ker eine Lange von etwa bis zu 10 Aminosauren aufweist, wodurch ein multime- 
res, d.h. multivalentes, F v -Antik6rper-Konstrukt erhalten wird. Auch hat der 
Anmelder erkannt, daB das F v -Antik6rper-Konstrukt multispezifisch sein kann. 

ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein multi- 
valentes F v -Antik6rper-Konstrukt bereitzustellen, das mindestens vier variable 
Domanen umfaBt, die uber die Peptidlinker 1, 2 und 3 miteinander verbunden 
sind. 

Der Ausdruck n F v -Antikorper-Konstrukt" weist auf einen Antikorper hin, der 
variable Domanen, nicht aber konstante Domanen aufweist. 

Der Ausdruck "multivalentes F v -Antikorper-Konstrukt" weist auf einen F v -Anti- 
korper hin, der mehrere variable Domanen, jedoch mindestens vier aufweist. 
Solches wird erreicht, wenn sich das einzelkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit 
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sich selbst faltet, wodurch vier variable Domanen gegeben sind, oder sich mit 
anderen einzelkettigen F v -Antikdrper-Konstrukten zusammenfaltet. in ietzterem 
Fall liegt ein F v -Antik6rper-Konstrukt vor, das 8, 12, 16, etc. variable Domanen 
aufweist. Gunstig ist es, wenn das F v -Antik6rper-Konstrukt vier oder acht varia- 
ble Domanen aufweist, d.h. es ist bi- oder tetravalent (vgl. Fig. 1). Ferner 
konnen die variablen Domanen gleich oder verschieden voneinander sein, wo- 
durch das Antikorper-Konstrukt ein oder mehrere Antigene erkennt. Vorzugs- 
weise erkennt das Antikorper-Konstrukt ein oder zwei Antigene, d.h. es ist 
mono- bzw. bispezifisch. Beispiele solcher Antigene sind die Proteine CD19 und 
CD3. 

Der Ausdruck "Peptidlinker 1, 3 M weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet 
ist, variable Domanen eines F v -Antikorper-Konstruktes miteinander zu verbinden. 
Der Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren 
Glycin (G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Die Peptidlinker 1 und 3 
konnen gleich oder verschieden voneinander sein. Ferner kann der Peptidlinker 
eine Lange von etwa 0-10 Aminosauren aufweisen. In ersterem Fall ist der 
Peptidlinker lediglich eine Peptidbindung aus dem COOH-Rest einer der variablen 
Domanen und dem NH 2 -Rest einer anderen der variablen Domanen. Vorzugs- 
weise weist der Peptidlinker die Aminosauresequenz GG auf. 

Der Ausdruck "Peptidlinker 2" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet ist, 
variable Domanen eines F v -Antikdrper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der 
Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin 
(G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Ferner kann der Peptidlinker eine 
Lange von etwa 3-10 Aminosauren, insbesondere 5 Aminosauren, und ganz 
besonders die Aminosauresequenz GGPGS, aufweisen, wodurch erreicht wird, 
daft sich das einzelkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit anderen einzelkettigen F v . 
Antikdrper-Konstrukten zusammenfaltet. Des weiteren kann der Peptidlinker eine 
Lange von etwa 1 1 - 20 Aminosauren, insbesondere 1 5 - 20 Aminosauren, und 
ganz besonders die Aminosauresequenz (G 4 S) 4 , aufweisen, wodurch erreicht 
wird, daft sich das einzelkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet. 
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Ein erfindungsgema&es F v -Antikdrper-Konstrukt kann durch ubliche Verfahren 
hergestellt werden. Gunstig ist ein Verfahren, bei dem fur die Peptidlinker 1, 2 
und 3 kodierende DNAs mit fur die vier variablen Domanen eines F v -Antik6rper- 
Konstruktes kodierenden DNAs ligiert werden derart, daS die Peptidlinker die 
variablen Domanen miteinander verbinden, und das erhaltene DNA-Molekiil in 
einem Expressionsplasmid exprimiert wird. Es wird auf die Beispiele 1 - 5 ver- 
wiesen. Hinsichtlich der Ausdriicke "F v -Antikorper-Konstrukt" und "Peptidlinker" 
wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. Erganzend wird auf Maniatis, T. 
et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
1 982, verwiesen. 

DNAs, die fur ein erfindungsgema&es F v -Antik6rper-Konstrukt kodieren, sind 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ferner sind Expressionsplasmi- 
de, die solche DNAs enthalten, auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Bevorzugte Expressionsplasmide sind pDISC3x1 9-LL, pD!SC3x1 9-SL, pPIC- 
DISC-LL und pPIC-DISC-SL. Diese wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung 
fur Mikroorganismen und Zellen) am 30. April 1998 unter DSM 12150, DSM 
12149, DSM 12152 bzw. DSM 12151 hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, umfassend: 

(a) ein erfindungsgemafces F v -Antik6rper-Konstrukt, und/oder 

(b) ein erfindungsgema&es Expressionsplasmid, sowie 

(c) ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel und Kontrollen. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere Vertreter vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt bereit, 
bei dem die variablen Domanen uber Peptidlinker miteinander verbunden sind. 
Ein solches Antikorper-Konstrukt zeichnet sich dadurch aus, daS es keine Teile 
enthalt, die zu unerwunschten Immunreaktionen fuhren konnen. Ferner weist es 
eine groSe Stabilitat auf. Des weiteren ermoglicht es mehrere Antigene gleichzei- 
tig zu binden. Das erfindungsgemaBe F v -Antik6rper-Konstrukt eignet sich daher 
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bestens nicht nur fur diagnostische, sondern auch fur therapeutische Zwecke 
verwendet zu werden. Solche Zwecke konnen hinsichtlich jeder Erkrankung, 
insbesondere einer viralen, bakteriellen oder Tumor-Erkrankung, gesehen wer- 
den. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die genetische Organisation eines erfindungsgemaSen F v -Antik6rper- 
Konstruktes (A) und Schemata zur Bildung eines bivalenten (B) bzw. tetravalen- 
ten F v -Antikorper-Konstruktes (C). Ag: Antigen; His 6 : sechs C-terminale Histidin- 
reste; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V L : variable Region der schweren und 
der leichten Kette. 

Fig. 2 zeigt das Schema zur Konstruktion der Plasmide pDISC3x19-LL und 
pDISC3x1 9-SL. c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikor- 
per 9E1 erkannt wird, His 6 : Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste 
kodiert; PelB: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase (PelB-Leader); 
rbs: Ribosomenbindungsstelle; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V L : variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 3 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x1 9-LL. 6xHis: 
Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; bla: Gen, das fur /3- 
Lactamase kodiert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; 
c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt 
wird; ColE1 : Origin der DNA-Replikation; f1-IG: intergenische Region des Bakte- 
riophagen f 1 ; Lac P/O: wt /ac-Operon-Promotor/Operator; Linker 1 : Sequenz, die 
fur ein GlyGly-Dipeptid kodiert, das die V H - und V L -Domanen verknupft; Linker 2: 
Sequenz, die fur ein (Gly 4 Ser) 4 -Polypeptid kodiert, das die hybriden scFv-Frag- 
mente verknupft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; 
rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren und der 
leichten Kette. 
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Fig. 4 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x1 9-SL. 6xHis: 
Sequenz, die fur sechs C-terminafe Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur 
paare; c-myc\ Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 
erkannt wird; ColEl : Origin der DNA-Replikation; f 1-IG: intergenische Region des 
Bakteriophagen f1; Lac P/O: wt /ac-Operon-Promotor/Operator; Linker 1: Se- 
quenz, die fur ein GlyGIy-Dipeptid codiert, das die V H - und V L -Domanen ver- 
knupft; Linker 3: Sequenz, die fur ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid codiert, das 
die hybriden scFv-Fragmente verknupft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der 
bakteriellen Pectatlyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon abgeleitete Aminosauresequenz des 
durch das Expressionsplasmid pDIS3x19-LL kodierten bivalenten F v -Antik6rper- 
Konstruktes. c-/77yc- Epitop: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem 
Antikorper 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region; 
Gerust: Gerustregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur 
sechs C-terminale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der 
bakteriellen Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des durch das 
Expressionsplasmid pDISC3x19-SL kodierten tetravalenten F v -Antik6rper-Kon- 
struktes. c-myc-Epitop: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikor- 
per 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region, Gerust: 
Gerustregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C- 
terminale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der 
schweren und der leichten Kette. 

Fig. 7 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukt codiert, in dem 



5. Mai 1998 



- 7 - 

P/c/7/a-ExpressionspIasmid pPIC-DISC-SL. Aipha-Faktor-Signal: Leaderpeptidse- 
quenz des Saccharomyces cerews/ae-a-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable 
Region der schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Fig. 8 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das bivalente F v -Antikorper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidsequenz des 
Saccharomyces cerews/ae-a-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 

Beispiel 1: Konstruktion der Plasmide pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL zur 
Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
btspezifischen F v -Antik6rper-Konstrukten in Bakterien 

Die Plasmide pHOG-aCD1 9 und pHOG-dmOKT3, welche fur die scFv-Fragmente 
codieren, die von dem Hybridom HD37, das fur menschliches CD19 (Kipriyanov 
et at., 1996, J. Immunol. Meth. 1 96, 51-62) spezifisch ist, bzw. von dem 
Hybridom OKT3, das fur menschliches CD3 (Kipriyanov et al., 1997, Protein 
Eng. 10, 445-453) spezifisch ist, abgeleitet sind, wurde zur Konstruktion von 
Expressionsplasmiden fur ein einzelkettiges F v -Antik6rper-Konstrukt verwendet. 
Ein PCR-Fragment 1 der V H -Domane von Anti-CD19, gefolgt von einem Seg- 
ment, das fur einen GlyGly-Linker codiert, wurde unter Verwendung der Primer 
DP1, S'-TCACACAGAATTCTTAGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACC, und 
DP2, 5'- AGCACACGATATCACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC, erzeugt 
(vgl. Fig. 2). Das PCR-Fragment 1 wurde mit EcoR\ und EcoRV gespalten und 
mit dem mit EcoRI/EcoRV linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch 
-.der Vektor pHOG1 9-3 erzeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V L -Domane von 
Anti-CD19, gefolgt von einem Segment, das fur ein c-/7?/c-Epitop und einen 
Hexahistidinylschwanz codiert, wurde unter Verwendung der Primer DP3, 5'- 
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AGCACACAAGCTTGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA, und DP4, 5'- 
AGCACACTCTAGAGACACAC AGATCT TTAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGTT- 
TAGG, erzeugt. Das PCR-Fragment 2 wurde mit Hind\\\ und Xba\ gespalten und 
mit dem durch Hind\\\IXba\ linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch 
der Vektor pHOG3-19 erhalten wurde (vgl. Fig. 2). Das fur das hybride scFv-3- 
19 codierende Gen in dem Plasmid pHOG3-19 wurde mittels PCR mit den 
Primern Bi3sk, S'-CAGCCG GCCATGG CGCAGGTGCAACTGCAGCAG und entwe- 
der Li-1, S'-TATATACTG CAGCTG CACCTGGCTACCACCAC- 
CACCGGAGCCGCCACCACCGCTACCACCGCCGCCAGAACCACCACCACC- 
AGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, zur Erzeugung eines langen flexiblen (Gly 4 S- 
er) 4 -inter-scFv-Linkers (PCR-Fragment 3, vgl. Fig. 2) oder Li-2, 5'-TATA- 
TACTGCAGCTGCACCTGCGACCCTGGGCCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCC- 
CG, zur Erzeugung eines kurzen, starren GGPGS-Linkers (PCR-Fragment 4, vgl. 
Fig. 2) amplifiziert. Die Expressionsplasmide pDISC3x1 9-LL und pDISC3x19-SL 
wurden durch Ligierung des /Vcol/Pwyll-Restriktionsfragments aus pHOG19-3, 
umfassend das Vektorgerust und die A/col/Pw/ll-gespaltenen PCR-Fragmente 3 
bzw. 4 konstruiert (vgl. Fig. 3, 4). Die vollstandige Nukleotid- und Proteinse- 
quenzen der bivalenten bzw. tetravalenten F v -Antik6rper-Konstrukte sind in den 
Figuren 5 bzw. 6 angegeben. 

Beispiel 2: Konstruktion der Plasmide pPIC-DISC-LL und pPIC-DISC-SL zur Ex- 
pression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, bispezi- 
fischen F v -Antik6rper-Konstrukten in Hefe 

(A) Konstruktion von pPIC-DISC-SL 

Der Vektor pPICZaA (Invitrogen BV, Leek, Niederlande) zur Expression und 
Sekretion von rekombinanten Proteinen in der Hefe Pichia pastoris wurde als 
Ausgangsmaterial verwendet. Er enthalt ein Gen, das fur das Saccharomyces 
cerevisiae a-Faktor-Sekretionssignal codiert, gefolgt von einem Polylinker. Die 
Sekretion dieses Vektors beruht auf dem dominanten selektierbaren Marker, 
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Zeocin™, der sowohl in Pichia als auch in E. coli bifunktionell ist. Das Gen, das 
fur das tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukt (scDia-SL) codiert, wurde mittels 
PCR von der Matrize pDISC3x19-SL unter Verwendung der Primer 5-PIC, 5'- 
CCGTGAAJTCCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGC, und 
pSEXBn 5'-GGTCGACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG amplifiziert. Das 
so erhaltene PCR-Produkt wurde mit £coR\ und Xba\ gespalten und in mit 
EcoR\IXba\ linearisiertes pPICZaA ligiert. Es wurde das Expressionsplasmid 
pPIC-DISC-SL erhalten. Die Nukleotid- und Proteinsequenzen des tetravalenten 
F v -Antikdrper-Konstruktes sind in Fig. 7 gezeigt. 

(B) Konstruktion von pPIC-DISC-LL 

Die Konstruktion von pPIC-DISC-LL wurde auf der Grundlage von pPICZaA 
(Invitrogen BV, Leek, Niederlande) und pDISC3x1 9-LL (vgl. Fig. 3) durchgefuhrt. 
Die Plasmid-DNA pPICZaA wurde mit EcoRI gespalten. Die uberstehenden 5'- 
Enden wurden unter Verwendung eines Klenow-Fragments der E. co//-DNA- 
Poiymerase I aufgefullt. Die so erhaltene DNA wurde mit Xba\ gespalten, und 
das gro&e Fragment, umfassend den pPIC-Vektor, wurde isoiiert. Analog wurde 
die DNA von pDISC3x1 9-LL mit Nco\ gespalten und mit einem Klenow-Fragment 
behandelt. Nach der Spaltung mit Xba\ wurde ein kleines Fragment, umfassend 
ein fur den bivalenten F v -Antikorper kodierendes Gen, isoiiert. Dessen Ligierung 
mit einer pPIC-abgeleiteten Vektor-DNA ergab das Plasmid pPIC-DISC-LL. Die 
Nukleotid- und Proteinsequenz des bivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes sind in 
Fig. 8 gezeigt. 



Beispiel 3: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper-Kon- 
struktes in Bakterien 

E. CO//-XL1 -Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA), die mit den Expressions- 
plasmiden pDISC3x19-LL bzw. pDISC3x19-SL transformiert worden waren, 
wurden uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 //g/ml Ampicillin und 100 mM 
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Glucose (2xYT Ga ) bei 37°C gezuchtet. 1 :50-Verdunnungen der Ubernachtkultu- 
ren in 2xYT GA wurden als Kolbenkulturen bei 37 °C unter Schutteln mit 200 UpM 
gezuchtet. Als die Kulturen einen OD 600 -Wert von 0,8 erreicht hatten, wurden 
die Bakterien durch 10minutige Zentrifugation mit 1500 g bei 20°C pelletiert 
und in dem gleichen Volumen eines frischen 2xYT-Mediums, das 50 //g/ml 
Ampicillin und 0,4 M Saccharose enthieit, resuspendiert. IPTG wurde bis zu 
einer Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt, und das Wachstum wurde bei 
Raumtemperatur (20-22°C) 18-20 h fortgesetzt. Die Zellen wurden durch 
10minutige Zentrifugation mit 5000 g bei 4°C geerntet. Der Kulturuberstand 
wurde zuruckgehalten und auf Eis gelagert. Um die loslichen periplasmatischen 
Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten Bakterien in 5% des Anfangsvolu- 
mens an eiskalter 50 mM Tris-HCI, 20% Saccharose, 1 mM EDTA, pH 8,0, 
resuspendiert. Nach einer Istundigen Inkubation auf Eis unter gelegentlichem 
Ruhren wurden die Spharoplasten mit 30.000 g 30 min bei 4°C zentrifugiert, 
wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uberstand und die Spharoplasten 
mit dem unloslichen periplasmatischen Material als Pellet erhalten wurden. Der 
Kulturuberstand und der losliche periplasmatische Extrakt wurden vereinigt, 
durch weitere Zentrifugation (30.000 g, 4°C, 40 min) geklart. Das rekombinante 
Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung (Endkonzentration 70% Sattigung) 
eingeengt. Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation (1 0.000 g, 4°C, 40 
min) gewonnen und in 10% des Anfangsvolumens an 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, pH 7,0, aufgelost. Eine immobiiisierte Metallaffinitatschromatographie 
(IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule an chelatierender 
Sepharose (Pharmacia), die mit Cu 2+ beladen war und mit 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) equilibriert worden war, durchgefuhrt. Die Probe 
wurde durch ihr Leiten uber die Saule aufgeladen. Sie wurde dann mit zwanzig 
Saulenvolumina Startpuffer, gefolgt von Startpuffer mit 50 mM Imidazol, bis die 
Absorption bei 280 nm des Effluenten minimal war, gewaschen (etwa dreifSig 
Saulenvolumina). Das absorbierte Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, 250 mM Imidazol, pH 7,0, eluiert. 

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford-Farbstoffbindungstest 
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(1 976, Anal. Biochem., 72, 248-254) unter Verwendung des Bio-Rad(Munchen, 
DeutschIand)-Proteinassaykits bestimmt. Die Konzentrationen der gereinigten 
tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper-Konstrukte wurden aus den A 280 - 
Werten unter Verwendung der Extinktionskoeffizienten e 1mg/ml = 1,96 bzw. 1,93 
bestimmt. 



Beispiel 4: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten Antikorper-Konstruk- 
tes in der Hefe Pichia pastor/s 

Kompetente P. pastor/s GS1 55-Zellen (Invitrogen) wurden in Gegenwart von 1 0 
jjg Plasmid-DNA von pPIC-DISC-LL bzw. pPIC-DISC-SL, die mit Sac\ linearisiert 
worden war, elektroporiert. Die Transformanten wurden 3 Tage bei 30°C auf 
YPD-Platten, die 100 //g/ml Zeocin™ enthielten, selektiert. Die Klone, die biva- 
lente bzw. tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukte sezernierten, wurden durch 
Plattenscreening unter Verwendung eines anti-c-/77/c-mAk 9E10 (IC Chemikalien, 
Ismaning, Deutschland) selektiert. 

Zur Expression der bivalenten bzw. tetravalenten F v -Antik6rper-Konstrukte 
wurden die Klone in YPD-Medium in Schuttelkolben 2 Tage bei 30°C unter 
Ruhren gezuchtet. Die Zellen wurden zentrifugiert, in dem gleichen Volumen des 
Mediums, das Methanol enthielt, resuspendiert und weitere 3 Tage bei 30°C 
unter Ruhren inkubiert. Die Uberstande wurden nach der Zentrifugation gewon- 
nen. Das rekombinante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung, gefolgt 
von IMAC, wie vorstehend beschrieben, isoliert. 

Beispiel 5: Charakterisierung des tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper- 
Konstruktes 

(A) Gro&enausschlu&chromatographie 



Eine analytische Gelfiltration der F v -Antikorper-Konstrukte wurde in PBS unter 
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Verwendung einer Superdex-200-HRl O/30-Saule (Pharmacia) durchgefuhrt. Das 
Probenvolumen und die FlielSgeschwindigkeit betrugen 200 /yl/min bzw. 0,5 
ml/min. Die Saule wurde mit hoch- und niedermolekularen Gelfiltrations-Kali- 
brationskits (Pharmacia) kalibriert. 

(B) DurchflufSzytometrie 

Die menschliche CD3 + /CD1 9-akute-T-Zell-Leukamielinie Jurkat und die CD1-9V- 
CD3"-B-Zellinie JOK-1 wurden fur die Durchflufczytometrie verwendet. 5 x 10 5 
Zellen in 50 //I RPMI 1 640-Medium (GIBCO BRL, Eggestein, Deutschland), das 
mit 10% FCS und 0,1% Natriumazid supplementiert war (als vollstandiges 
Medium bezeichnet), wurden mit 100 jj\ der F v -Antik6rper-Praparate 45 min auf 
Eis inkubiert. Nach Waschen mit dem vollstandigen Medium wurden die Zellen 
mit 100 jj\ 10 /vg/ml anti-c-m/c-Mak 9E10 (IC Chemikalien) in dem gleichen 
Puffer 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem zweiten Waschzyklus wurden die 
Zellen mit 100 jj\ des FITC-markierten Ziege-anti-Maus-IgG (GIBCO BRL) unter 
den gleichen Bedingungen wie vorher inkubiert. Die Zellen wurden dann erneut 
gewaschen und in 100 /j\ 1 //g/ml-Propidiumiodid-L6sung (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) in vollstandigem Medium unter AusschluB von toten Zellen re- 
suspendiert. Die relative Fluoreszens der gefarbten Zellen wurde unter Ver- 
wendung eines FACScan-Durchflu&zytometers (Becton Dickinson, Mountain 
View, CA) gemessen. 

(C) Cytotoxizitatstest 

Die CD! 9-exprimierende Burkitt-Lymphoma-Zellinie Raji und Namalwa wurden 
als Zielzellen verwendet. Die Zellen wurden in RPMI 1 640 (GIBCO BRL), das mit 
10% hitzeinaktiviertem FCS (GIBCO BRL), 2 mM Glutamin und 1 mM Pyruvat 
supplementiert war, bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5% C0 2 
inkubiert. Die cytotoxischen T-Zell-Tests wurden in RPMI-1 640-Medium, das mit 
10% FCS, 10 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 1 mM Pyruvat und 0,05 mM 2-ME 
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supplementiert war, durchgefuhrt. Die cytotoxische Aktivitat wurde unter 
Verwendung eines Standard[ 51 Cr]-Freisetzungstests bewertet; 2 x 10 6 Zielzellen 
wurden mit 200 jjC\ Na[ 51 Cr]0 4 (Amersham-Buchler, Braunschweig, Deutsch- 
land) markiert und 4mal gewaschen und anschliefcend in Medium in einer Kon- 
zentration von 2 x 10 5 /ml resuspendiert. Die Effektorzellen wurden auf eine 
Konzentration von 5 x 10 6 /ml eingestellt. Zunehmende Mengen an CTLs in 100 
jj\ wurden auf 1 0 4 Zielzellen/Vertiefung in 50 jj\ titriert. 50 /j\ Antikorper wurden 
jeder Vertiefung zugesetzt. Der gesamte Test wurde dreifach angesetzt und 4 h 
bei 37°C inkubiert. 100 y\ des Uberstands wurden gewonnen und auf [ 51 Cr]- 
Freisetzung in einem gamma-Zahler (Cobra Auto Gamma; Canberra Packard, 
Dreieich, Deutschland) getestet. Die maximale Freisetzung wurde durch Inkuba- 
tion der Zielzellen in 10% SDS bestimmt, und die spontane Freisetzung wurde 
durch Inkubation der Zellen in Medium aliein bestimmt. Die spezifische Lyse (%) 
wurde berechnet als: (experimentelle Freisetzung - spontane Freisetzung)/(- 
maximale Freisetzung - spontane Freisetzung) x 100. 
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K 2534 

Patentanspruche 

1 . Multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt mit mindestens vier variablen Doma- 
nen f die uber die Peptidlinker 1, 2 und 3 miteinander verbunden sind. 

2. F v -Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 1, wobei die Peptidlinker 1 und 3 
0-10 Aminosauren aufweisen. 

3. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 2, wobei die Peptidlinker 1 und 3 
die Aminosauresequenz GG aufweisen. 

4. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F v - 
Antikorper-Konstrukt bivalent ist. 

5. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 4, wobei der Peptidlinker 2 11 -20 
Aminosauren aufweist. 

6. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 4 oder 5, wobei der Peptidlinker 
2 die Aminosauresequenz (G 4 S) 4 aufweist. 

7. F v -Antikdrper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F v - 
Antikorper-Konstrukt tetravalent ist. 

8. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 7, wobei der Peptidlinker 2 3-10 
Aminosauren aufweist. 

9. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 7 oder 8 # wobei der Peptidlinker 
2 die Aminosauresequenz GGPGS aufweist. 
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10. F v -Antikdrper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das F v - 
Antikdrper-Konstrukt multispezifisch ist. 

11. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 10, wobei das F v -Antik6rper- 
Konstrukt bispezifisch ist. 

12. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das F v - 
Antikorper-Konstrukt monospezifisch ist. 

13. Verfahren zur Herstellung des multivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes 
nach einem der Anspruche 1-12, wobei fur die Peptidlinker 1, 2 und 3 
kodierende DNAs mit fur die vier variablen Domanen eines F v -Antik6rper- 
Konstruktes kodierenden DNAs ligiert werden derart, daS die Peptidlinker 
die variablen Domanen miteinander verbinden, und das erhaltene DNA- 
Molekul in einem Expressionsplasmid exprimiert wird. 

14. Expressionsplasmid, kodierend fur das multivalente F v -Antikorper-Kon- 
strukt nach einem der Anspruche 1-12. 

15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x1 9-LL. 

16. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x1 9-SL. 
■ 17. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pPIC-DISC-LL. 

18. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pPIC-DISC-SL. 

1 9. Verwendung des multivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes nach einem der 
Anspruche 1-12 zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen. 

20. Verwendung nach Anspruch 1 9, wobei die Erkrankungen virale, bakteriel 
le oder Tumor-Erkrankungen sind. 
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K 2534 

Zusammenfassung 

Multivalente Antikorper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein multivalentes F v -Antikdrper-Konstrukt mit 
mindestens vier variablen Domanen, die uber die Peptidlinker 1 , 2 und 3 mitein- 
ander verbunden sind. Ferner betrifft die Erfindung Expressionsplasmide, die fur 
ein solches F v -Antikorper-Konstrukt codieren, und ein Verfahren zur Herstellung 
der F v -Antikorper-Konstrukte sowie deren Verwendung. 
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EcoRI RBS PelB leader Nco) 

1 GAATIX3ATTAAAGAGGAGAAATTAACCATGAAATAC 

0> M K Y L L ? T A A A G L L L L A A Q P A M 
♦ Frame-H1 VH anti-CD3 

92 CGCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAAC^^ CTTTAC 

22>AQVQLQQSGAELAR?G-ASVKMSCKASGYTFT 
CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

183 TAGGTACACGATGCACTGGGTAAAACAGAGGCCTIt3GA^ 
52 ► R Y T M HWVKQRPGQGLEWIGY I N ? S RG Y T 

Frame-H3 

267 T AA TTAC AA T C A G A A G T T C AA G G A C AAGGCCACATTGACTAflAGAP ^ A ATCr^TPP 5 rr a r* ary cr* ar^ Try ^ ^ CTG AOCAOCCTCAC 
80> N Y N Q K F K DKATLTTDKS5STAYMQLSSLT 

CDR-H3 Frame-H4 
354 ATCTGAGGACTCTGCAGTCT ATTACTGTGCAAGA T ATTATGAT G A TC ATTA C AG C C T T G AC T A CTCGGGCCA AGfy» a CC \ r^C^T a 
109> SEDSAVYYCARY Y D D H Y S L D YWGQG *TT*L 

CH1 Linker 1 Frame-Li VL anti-CD19 

440 CAGTCTC CTCAGCCAAAACAACACCC AAGCTT GGCGG ^n^TATCTTGCTCACC CLAA&CTC 

138>T VSSAKTTPK-LG GDILLTQTPASLAVSLGQ 

CDR-L1 Frame-L2 
530 GGGCC1\CCATCTCCTGC AAGGCCAGCCAAAGTGT^ 

168 ►R ATISCK A SQSVDYDGDS Y LNWYQQIPG 

CDR-L2 Frame-L3 
614 AGCCACCCAAACTCCTCATCTAT G A T G C AT C C AA TCTAGTTTC T GGGATCCCACC(^^(^TT^ Arrrry^r a nTC^rrrr^TCznzz^r a ri a r^r^n 
136>Q PPKLLIY D A S N L V SGIPPRFSGSGSGTDF 

. CDR-L3 Frame-L4 

702 CACCCTg\ACATCCATCCTGTGGAGA^ 

2 2 5 ► TLNIHPVZXVDAATYHCQ Q S T E D PWTFGG 

C kappa Notl Linker 2 

790 GGCACCAAGCTGGAAATCAAA CGG^ 

255> GTKLiEIKRADAAAAG G G G S G G G G S G G G G 

Pvull Frame-H1 VH anti-CD19 

874 TCCGGTGGTGGTGG TA G CCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGC 

283 ► S G G G G S QVQLQQSGAELVRPGS SVKISCK 

CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

962 CTTCTGGCTATCCATTCAGT ^ 

312 ►A SGYAFS S Y W M NWVKQRPGQGLEWIGQ I W 

Pstl Frame-H3 

1049 CTGGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGT AAAGCCA^ 
341> P G D G D T N Y N G K F K G KATLTADSSSSTAY 

CDR-H3 

1133 TGCAACTCAGGAGCCTAGOATCTGAGGACTC^ G GG AG AC TAC G AC GG TAG G C C G TT AT TA C TA T 

369 ► M QL. SS LAS EDSAVYFCAR R S T T T VG R Y Y Y 
Frame-H4 CH1 Linker 1 Frame-L1 

1219 GCTATGGAC T A CTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCAC GGCGG TGATATC GTGCTCACTC 

398 ► A M D YWGQGTSVTVSSAXTTPKLG GDIVLT 
VL anti-CD3 CDR-L1 
1307 AGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAG GTGCCAGCTC AA GTG T AA G T T A C A T G AA C TGG 

427 ► QSPAIMSASPGEKVTMTCS A S S S V S YM NW 
Frame-L2 CDR-L2 Frame-L3 

13 93 TAC CAGCAGAAGTCAJ3GCAC CTC C CC CAAAAGATGGATTTATG A C A C A T C C AAAC T G G C T T CTG GAGTCCCTGCTCACTTCAGGGGCA 
456 ► YQQKSGTSPKRWIYDT S K L A SGVPAHFRG 

CDR-L3 

1481 GTGGGTCTGGGAC CTCTTACTCTCTCACAATCAGCGGCATGGAGGC CACTTATTACTGC CAGCAGTGGAGTAGT AA 

48S> SGSGTSYS LTISGMEAEDAATYYC Q Q W S S N 
Frame-L4 C kappa c-myc epitope 

1569 CCCATTCAC G TTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAC CGGGCIX^.TACTCKI^-CCAACT GGATCC GAA CAAAA GCTGA TCTCA G 
514 ► P F T FGSGTKLEINRADT-APTGS E Q K L I S 

His6 tail Xbal 
16 = 5 AA GAAGA CC TAAACIXJA CATCACC^TC^CCATC^ C T AATCTAGA 
543 ► E E D L NSHHHK'HH * 
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EcoRI RBS PelB leader Nco| 

1 C^ITCATrAAAGAGGAGAAA^ 

1> H XYLLPTAAAGLLLLAAQPAM 
0 ^ * Frame-Hi VH anti-CD3 

92 CGCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGCAA 

22>AQVQLQQSGA£LARPGASVKMSCKASGYTFT 
CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

183 TAGGTACACGATGCACTGGGTAAAAC.\g^jGGCCTGGAC\GGGTCTC^ 

52 ► RYTMHWVKQRPGQGLSWIGYINPSRGYT 

Frame-H3 

267 T AA T T A C AA T C A G AA G T T C AA G G A C AAGGPP AP ATTy: ^ P'T 1 ar^nana^ Tcrrm a, r.r ^ r- ^CCTACL\TC _ ^_\CTCL\CC. > C CCTCTX 
30> N Y N Q K F K DKATLTTDKSSSTAYMQLSS^LT 

CDR-H3 Frame-H4 
3 o4 ATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGA T A T T A T G A T G A T C A TT A C AGC C T T G AC T A C TttCZirC A A.GTk~ AP - ^ r^r-ry- ^ 
109 ► SSDSAVYYC'ARY Y D D K Y S L D Y "w G Q " G T V L 

CH1 Linker 1 Frame-Li VL anti-CD19 

440 a^GTCTCCTCA GCCJlA ^ ^ 

138>T VSSAKTTPKLG G DILLTQTPASLAVSLGQ 

CDR-L1 Frame-L2 
-30 GGGCCACCATCTCCTGC AAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTAT 

153 ► RATISCK A S Q S V D Y DG D S Y L NWYQQIPG 

CDR-L2 Frame-L3 
614 AGCQ^CCCAAACTCCTCATCTAT G A T G C A T C C AA TCTAGTTTC TG f^tATPPP APPP Afyrrn^a rrnrrA 1 " a rrryiri^rTV'^Ty^'--ir: ^ r 1 ^ * z"*^^ 1 
196>Q PPKLLIYDA S N L V SGIPPRFSGSGSGTDF 

CDR-L3 Frame-L4 

702 C_ArCCTC-AACATCCATCCT 

225 ► T L N I K P V E K V D A A T Y H C Q Q S T E D ? W T F G G 

C kappa Not I Linker 3 Pvull Frame-H1 

790 GGCAC CAAGCIXSGAAATCAAA CGGGCTGATGCT GCGGCC GC TGGTGgPPPA GGGTC GCAGG*TGCAGCTGCAG CAGTCTGGGGCTGAGCT 
255> G T K L v . E I K RADAAAA G G P G S Q.VQLQQSG-AEL 

VH anti-CD19 CDR-H1 Frame-H2 

379 GGTGAGGC CTGGGTC C7TCAGTGAAGATTTC CTGCAAGGCTTCTGGCTATGCATTCAGTA G C T A C T G G AT G AACTGGGTt^AGCAGAGOC 
234> VRPGSSVKISCKASGYAFS S Y W M N W V K Q R 

C0R-H2 

963 CTGGACAi5G^i\:-i-i^^ 

314>P GQGL2WIGQIWPGDGDTNYNGKFXGKA 
Frame-H3 

1051 ACTCTGACTGCAGACGAATCCTCCAGCACA^ 
342> TLTADESSSTAYMQLSSLASEDSAVYFCAR 
CDR-H3 rrame-H4 CH1 

1142 GGG AGACTACGA CGGTAGGCCGTTATTACTATGCTATGGACTAC T^ 
372 ►R S T T T V G R Y Y Y A M D Y WGQGTS VTVSSAK 
Linker 7 Frame-L1 VL anti-CD3 

122 6 CAAC^ACCCAAGCTTGGCGGTOATATCG 
400 ►.T TPKLG G DIVLTQSPAIMSASPG2KVTMTC 

CDR-L1 Frame-L2 CDR-L2 

131 ° GTGCCAGCTCAAGT GTAAGTTACATGAAC TGGTACCAGCAGAAGTCA^ 
430 ► S A S S S V S Y M N WYQQKSGTS PKRWIY D T S K 
Frame-L3 

1401 ACTG GCTTCTGOAGTCCC^GCTC^ 
458^ L A S G V PAKFRGSGSGTSYSLT ISGMEAEDA 

CDR-L3 Frame-L4 C kappa 

1491 TGCCACTTATTACTGC CAGCAGTGGA^ 
438> ATYYC Q Q W S S N ? F T F GSGTKLEINRADT'A 
c-myc epitope His6 tail Xbal 

1578 ACCAACTGGATCC GAA CAAAA GCTGA TCTCA GAAGAA GA C C TAAACTC\CATCACCATCACC\TC1AC T AATCTAGA 
517 ► PTGSE Q K L I S E E D LNSHHHHHH 
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941 AT G AGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTC 

l^M RFPS I FTAVLFAASSA LAAPVN TT 

alpha-factor signal 

1015 AAC AGAAGATGAAAC GGCAC AAATTC CGGCTGAAGCTGTC ATC GGTTACTC AGATTTAGAAGGGGATTTCGATG 
25^ TEDETAQI-PAEAVI GYSDLEGDFD 



P 8 9 TTGCTGTTTTGC CATTTTC CAACAGC ACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATAC TACTATTGCC AGCATTGCT 
0>V AVLPFSNSTNNGLLF I NTTIASIA 



EcoRI 

Xhol ♦ ♦ 

1163 GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT G^ T G C AGC AG T C 

75 ►A KEEGVSLEKREA EA EF Q V Q L QQ S 

VH anti-CD3 

1234 TGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
98> GA ELA RPGASVKMSCKAS 




FIGUR 7 



8/8 



941 AT GAGATTTCCTTCAATTTTTACTG^ 

1> M R F P S I FTAVL FAA SSA LAA PVN .TT 

alpha-factor signal 

1015 AACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATC 

25> TEDETA Q I - P A EA V I GYSDLEGDFD 



BsrDI 

9 TTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGC^ 

0>V AVLPFSNSTNNGLLF 1 NTTIASIA 

EcoRI 

Xhol ♦ ♦ 

1163 GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAgA GAGGCTGAAGC TGAATTC ATGGCG CAGGTG C AAC TGCAG 
75^ A KE EGVS L EKREA EA EFMA Q V Q L Q 

VH anti-CD3 

1235 CAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
99> Q S G A ELARPGASVKMSCKAS 
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